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Bevezeto

Magyarorszdgon a hiperlipidémia és ateroszkler6zis talajan kialakuld iszkémids
szivbetegség népbetegségnek tekinthetd. Az ennek talajan kialakuld szivizom iszkémia majd
ennek kovetkezményeként kialakuld sulyos ritmuszavarok, szivelégtelenség ¢s szivinfarktus a
vezetd halalokok kozé tartoznak. A koronaria keringés helyreallitasa, az életet veszélyeztetd
ritmuszavaroknak és a szivfunkcié csokkenésének megakadalyozasa, illetve megeldzése

elsorendu feladatnak tekintendo.

A sziv iszkémias adaptacidja

Bar a reperfuizio nélkiilozhetetlen az iszkémia altal karosodott szivizom felépiiléséhez,
mégsem kockazatmentes, mivel maga a reperfuzié tovabb sulyosbithatja az iszkémias
karosodast. Ismert azonban a szivizom azon képessége, hogy alkalmazkodni képes az
iszkémia/reperfizios inzultushoz.

A sziv endogén adaptaciés mechanizmusi kozé tartozik a pre- és posztkondicionalas,
amelyek megnovelik a sziv és mas szovetek tliroképességét egy hosszabb iszkémiaval
szemben. Iszkémias prekondicionalasban rovid iszkémias epizoédokat az iszkémia el6tt, mig
posztkondicionalasban kozvetleniil az iszkémiat kovetd reperfuzio elején alkalmazunk. A
prekondicionalds ¢és posztkondiciondlas hatdsara az iszkémia/reperfuziot kovetden
szamottevéen csokken az infarktus mérete és az arritmiak el6forduldsa, valamint javul a
szivfunkcio. A prekondicionalds protektiv hatdsa két fazisban nyilvanul meg: a "klasszikus"
prekondicionalas az iszkémias stressz utan percekkel jelentkezik, s mintegy harom oraig tart.
A "késo1" prekondiciondlas védohatasanak kialakuldsat a lasstibb kezdet jellemzi, és 72 6ran
at figyelhetd meg. Szamos egyéb mediator mellett a nitrogén-monoxid (NO), reaktiv oxigén
szarmazékok, mint a peroxinitrit (ONOO"), és antioxidans enzimek szerepét feltételezik pre-
¢és posztkondicionalas kialakulasaban. A ONOO™ egy erételjes oxidans, amely in vivo
koriilmények kozott keletkezhet a NO és a szuperoxid-anion nem-enzimatikus, diffuzio
limitalt reakcidjanak kovetkeztében. Mara mar széles korben elfogadottd valt a
megndvekedett ONOO™ képzddés oxidativ €s nitrozativ stresszt okozd szerepe szdmos
kardiovaszkularis és egyéb patologias allapotban. Azonban az is ismert, hogy az endogén

ONOO’ termelddés stressz-valaszutakat aktivalhat és triggerként szerepelhet a patkany
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Tanulmanyunk soran a szivizom iszkémids adaptacids képességeinek cellularis
mechanizmusait vizsgaltuk allatkisérletekben, kiilonds tekintettel a NO, a szuperoxid és a
ONOQO’, valamint ennek egyik cellularis targetjének, a matrix-metalloproteinaz-2-nek (MMP-
2) a szerepére.

Szamos szisztémas betegség (pl. hiperlipidémia, hipertonia, diabétesz) szintén
kapcsolatba hozhat6 a koszoriér-betegség kockazatanak ndvekedésével. Ismert, hogy a
prekondicionalas kardioprotektiv hatasa elvész hiperlipidémidban. A posztkondicionalasrdl
viszont kevés ismeret all rendelkezésre. Ezért munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a
posztkondiciondlassal  létrehozhatd  kardioprotekcid  kivalthato-e  hiperlipidémias

allatmodellben.

Célkitiizés
Tanulmdny 1.
A kés6i prekondicionalas hatasmechanizmusanak vizsgalata in vivo. Munkank soran a
NO, O; " és ONOO' valtozasokra és ONOO-MMP-2 ttvonalra fokuszaltunk.
Tanulmdny 2.
A posztkondicionalds protektiv hatdsanak vizsgalata hiperlipidémidban. Vizsgaltuk

tovabba a ONOOQO™ szerepét a posztkondicionalas hatdsmechanizmuséaban.

Maédszerek
Tanulmadny 1.

Him Wistar patkanyok szivét in vivo prekondicionaltuk 5 egymast kovetd ciklusban 4
perc iszkémia/4 perc reperfuzid valtakozo ismétlésével, melyet 24 ora elteltével 30 perces
iszkémia és 2 oOra reperfuzid kovetett. A reperfuzid végén az infarktusos teriilet nagysagat
hataroztuk meg trifenil-tetrazolium (TTC) festéssel.

A prekondicionalast kovetd 0, 3, 6, 12 vagy 24 ora elteltével a szivekbdl mintat
vettiink, és meghataroztuk a szoveti NO szintet elektron spin rezonancidval és a NO szintaz
(NOS) izoenzimek aktivitasat [**Clarginin-[**C]citrullin esszével. A szivek szuperoxid anion
tartalmat dihidroetidium festést kovetden fluoreszcens mikroszkoppal hataroztuk meg, a
xantin-oxidoreduktaz és NADPH-oxidaz aktivitasat fluorometrias kinetikus esszével és
kemilumineszcens modszerek segitségével detektaltuk, a szuperoxid diszmutaz (SOD)
aktivitast spekrofotometriasan hataroztuk meg. A ONOO™ marker molekuldjat, a 3-
nitrotirozint ELISA-val mértik. Mivel a ONOO™ aktivalni képes az MMP enzimeket, ezért
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zimografia segitségével meghataroztuk az MMP-2 ill. MMP-9 enzimek aktivitasat a
miokardiumbol. Ezen kiviil QRT-PCR segitségével megvizsgaltuk a NOS, MMP enzimek és
endogén inhibitoraik, a szoveti proteaz gatlo (TIMP) fehérjék génexpresszids valtozasat.

Annak eldontésére, hogy kimutathato-e ok-okozati 6sszefliggés MMP enzimek gatlasa
¢s az infarktusos teriilet nagysaga kozott, MMP inhibitor llomastatot (1,5 umol/kg) iv. adtunk
a regionalis iszkémia el6tt 5 perccel, az iszkémia 10. és 25. percében és a reperfuzié 10.
percében in vivo, majd az infarktus teriilet nagysagat detektaltuk TTC festéssel.

Tanulmdny 2.

Him Wistar patkanyokat normal illetve 2% koleszterinnel dusitott tappal etettiik ad
libitum a hiperlipidémia kifejlédése érdekében 12 héten keresztiil. A diéta végén a sziveket
izolaltuk és 30 perc regionalis iszkémianak majd 120 perc reperfuzionak tettiik ki ex vivo. A
reperfuzid végén az infarktusos teriiletet TTC festéssel hataroztuk meg. A posztkondicionalast
az iszkémiat kovetden valtottuk ki a reperfizio szakaszos meginditasaval (6-szor illetve 12-
szer ismételt 10 s-0s reperfuziot koveté 10 s-os iszkémia). Kiilon kisérletsorozatban
normolipidémids ¢és hiperlipidémias sziveket 30 perc regiondlis iszkémidnak és 5 perc
reperfuzionak tettiik ki. A poszkondicionalast 6x10 mdasodperces ciklussal valtottuk ki. A
szovetekbol 3-nitrotirozin szintet hataroztunk meg western blottal és ELISAval. A ONOO"
pontos szerepének teszteléséhez a posztkondicionalas ideje alatt és az iszkémia utolsd 20
masodpercében a ONOQO™ elbomlasat katalizalo FeTPPS-sel (20mg/l) kezeltiik a sziveket,

majd a 120 perces reperfuzio elteltével infarktus teriiletet hataroztunk meg TTC festéssel.

Eredmények
Tanulmdny 1

A késoi prekondicionalas szignifikansan csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat
az aloperat csoporthoz képest. A NO szintéziséért felelds enzimek koziil az iNOS aktivitasa
valtozott szignifikansan a prekondiciondldst kovetd 12 és 24 o6rdban a 0 oras idéponthoz
képest, ¢és az aloperalt csoporthoz képest is. Mindezek ellenére a szoveti NO szintek nem
valtoztak szignifikansan. A XOR és NADPH-oxidaz enzimek iddben emelkedést mutattak
mindkét csoportban, szignifikdns eltérést 24 oOra elteltével tapasztaltunk a 0 oOras
idOpillanathoz képest. A sziv szuperoxid tartalma szignifikdnsan ndtt a késéi prekondicionalas
sordan, mig a SOD enzimek aktivacioja szignifikansan lecsokkent a prekondicionalast kovetd
24 oraval a 0 oras iddpillanathoz képest, valamint csokkenés mutatkozott az aloperalt
csoporthoz képest is. A szuperoxidbdl és NO-bol képzddd 3-nitrotirozin a prekondiciondlas
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soran lecsokkent a 24 6rds mintdkban. QRT-PCR analizist kdvetéen a prekondicionalés
szignifikansan fokozta a szivben az nNOS és MMP-9 mRNS szintet, az MMP-2 és TIMP3
mRNS mennyisége pedig csokkent. A kardialis MMP-2 és MMP-9 enzimaktivitasokban
szintén csokkenést tapasztaltunk zimografiaval a prekondicionalast kdvetden 24 oraval. Az
infarktusos teriilet nagysaga és az MMP-k aktivacidja kozotti ok-okozati Gsszefliggés
tesztelésére a nem-szelektiv MMP inhibitor llomastatot alkalmaztunk. Inhibitor jelenlétében
infarktusos teriilet csokkenést tudtunk szignifikdnsan elérni az aloperalt csoporthoz képest.
Tanulmany 2

Eredményeink szerint a posztkondiciondlds 6x10 masodperces ciklusokkal
normolipidémids szivekben csokkentette az infarktusos teriilet nagysagat és a kamrai
fibrillaciok gyakorisagat ex vivo. Ez a Kkardioprotekcid6 nem volt megfigyelhetd
hiperlipidémias allatokban. Egy potensebb, 12x10 masodperces ciklusokkal 1étrehozott
posztkondiciondlas sem volt képes csokkenteni az infarktusos teriilet nagysagat
hiperlipidémiaban, valamint a normolipidémias szivekben sem bizonyult hatékonynak. A
reperfiuzid 5. percében mind a szabad, mind pedig a fehérjékhez kotott 3-nitrotirozin
mennyisége megemelkedett szignifikansan a normolipidémias szivekben posztkondicionalast
kovetden, de ez a hatds nem volt megfigyelhetd hiperlipidémidban. A ONOQO" szerepének
megértésehez a ONOO™ elbomlasat katalizdlo FeTPPS-t adtunk a perfuziés oldatba a
posztkondicionalas alatt, melynek soran azt tapasztaltuk, hogy FeTPPS jelenlétében a

posztkondicionalas nem volt képes csokkenteni az infarktusos teriilet nagysagat.

Konkluzié

A késbéi prekondicionalas javitotta a szivizom reperfuzios karosodasat in vivo, azaltal,
hogy csokkentette a sziv 3-nitrotirozin mennyiségét és az MMP-k aktivitasat. A késoi
prekondicionalas soran megnovekedett az iNOS aktivitasa, ellenben a NO szint nem mutatott
szignifikans  valtozast. A SOD aktivitasban csokkenést tapasztaltunk, melynek
kovetkezménye a fokozott szuperoxid mennyiség a szivben. Méréseink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a fokozott szuperoxid szintért a megndvekedett iNOS lehet a felelds.
Ebben a modellben tanulmanyoztuk a ONOO-MMP szignal traszdukcids utat a szivben,
melynek soran bebizonyosodott, hogy az MMP-k gatlok alkalmazasaval fokozhat6 a szivizom
iszkémias adaptacioja iszkémia/reperfizioval szemben.

A posztkondicionalas mérsékli a reperfuzids karosodast, de hiperlipidemids szivben a
posztkondicionalds infarktus teriiletet csokkenté hatasa elvész. Allatmodelliinkben
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ramutattunk a posztkondicionalas sordn alkalmazott ciklusszdmok fontossagara. Kimutattuk,
hogy az alacsony mértékii ONOO™ képzddés a stressz adaptacioé kivaltasaban igen fontos
trigger szerepet tolt be. Valdszintsithetd, hogy a protekcid elvesztése hiperlipidémiaban a
nitrozativ trigger hianyara vezethetd vissza.

A pre- és posztkondicionalas véddhatasaban szerepet jatszo cellularis mechanizmusok
feltérképezése egy 1j, a pre- és posztkondicionalds biokémiai folyamatain alapuld
gyogyszeres kezelés kifejlesztését segithetik, valamint fontos szerepet jatszhatnak a sziv
1szkémias adaptacios képességének megdrzésében, illetve fokozasaban, s ezaltal az iszkémids

szivbetegségbdl eredd haldlozasok csokkentéseében.



